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1. Einleitung 
1.1 Granulomatose mit Polyangiitis  
Die Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) ist eine Autoimmunerkrankung und zählt zu den 
granulomatösen, chronisch entzündlichen, primären Kleingefäßvaskulitiden (Silva et al., 
2010). Erstmals wurde die Erkrankung von dem schottischen Arzt McBride beschrieben, 
1897, als dieser im Rahmen eines Fallberichtes eine destruktive Entzündung der Nase und des 
Gesichtes schilderte (McKinney et al., 2014). Ebenfalls gehört Heinz Klinger zu den 
Erstbeschreibern der Erkrankung (Klinger, 1931). Die erste detaillierte Beschreibung der 
Erkrankung erfolgte 1936 vom Namensgeber der Erkrankung Friedrich Wegener (Wegener, 
1936). Wegener benannte  drei wesentliche Kriterien der Erkrankung: Nekrose, 
granulomatöse Läsionen des Respirationstraktes sowie generalisiert fokal nekrotisierende 
Vaskulitis und nekrotisierende Glomerulonephritis (Wegener, 1939). 
 
Die GPA manifestiert sich vor allem sowohl am  oberen als auch am unteren Respirationstrakt 
sowie an den Nieren (Cocco und Gasparyan, 2010, Holle et al., 2010). Die 
Nasenatmungsbehinderung, Epistaxis, Dyspnoe und Nasendeformitäten durch Knorpel- und 
Knochendestruktionen, wie zum Beispiel die Sattelnase, können typische Symptome der GPA 
sein (Lee et al., 2013, Grayson et al., 2015). Aber auch die Haut und Schleimhäute, Augen, 
Gelenke und das Nervensystem können betroffen sein (Mukae et al., 2015,  Isa et al., 2012). 
So zeigt sich die systemische GPA zum Teil mit Gewichtsverlust, Fieber, Müdigkeit, Muskel- 
und Gelenkschmerzen (Tarzi et al., 2014). 
 
Die Prävalenz der Erkrankung beträgt 3 auf 100.000 Menschen, mit einem Verhältnis von 
Mann zu Frau 3:2. Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen dem 50. und 60. Lebensjahr 
(Cocco und Gasparyan, 2010).  
 
Der klinische Verlauf der GPA, zuvor als Wegenersche Granulomatose bezeichnet,  ist 
gekennzeichnet durch eine große Anzahl an Rezidiven und insbesondere auf dem  Hals-, 
Nasen-, Ohrenärztlichen Fachgebiet durch  den häufigen Nachweis einer sogenannten 
„grumbling disease“. Hierunter versteht man eine persistierende Krankheitsaktivität (Wohlers 
et al., 2012, Garske et al., 2012). 
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Die Granulomatose mit Polyangiitis ist gekennzeichnet durch eine Dysfunktion der 
epithelialen Barriere. Hierdurch besteht eine Anfälligkeit für Infektionen sowie die 
erleichterte bakterielle Kolonisation (Laudien et al., 2010). In der Literatur findet man 
Angaben, dass 60-70% der GPA-Patienten chronisch nasal mit Staphylococcus aureus         
(S. aureus) besiedelt sind (Ohlsson et al., 2012). Diese nasale Besiedelung mit S. aureus ist 
wiederum assoziiert mit einem erhöhten Rezidivrisiko (Glasner et al., 2015). 
 
Eine Besonderheit ist die herabgesetzte ziliäre Schlagfrequenz bei der Granulomatose mit 
Polyangiitis (Ullrich et al., 2009). Eine dadurch bedingte verlängerte  Verweildauer von         
S. aureus im Respirationstrakt kann zu einer größeren Wahrscheinlichkeit des Eindringens 
von S. aureus in den Organismus führen. 
 
Die Erkrankung ist assoziiert mit antineutrophilen cytoplasmatischen Antikörpern, abgekürzt 
ANCA (Laudien et al., 2009, Lee et al., 2013). Diese Antikörper sind Autoantikörper, welche 
gegen Antigene gerichtet sind, die im Cytoplasma von Neutrophilen und Monozyten zu 
finden sind. Ein Hauptvertreter der Antigene ist die Proteinase 3 (PR3), an welche sich vor 
allem die cytoplasmatischen ANCA binden (C-ANCA). In 75% der Fälle der GPA-Patienten 
sind C-ANCA in der Untersuchung feststellbar (Rowaiye et al., 2015). Eine weitere Form 
sind die P-ANCA, die perinukleären ANCA, welche an die Myeloperoxidase binden. Diese 
Autoantikörper sind in 70% der Fälle bei Patienten mit idiopathischer rasch progredienter 
Glomerulonephritis (RPGN) vorhanden (Rowaiye et al., 2015). 
 
Hinzu kommt die verminderte Antwort epithelialer nasaler Zellen hinsichtlich des humanen 
β-Defensin 3 (hBD3) auf die Stimulation mit S. aureus (Hui et al., 2011). Das antimikrobielle 
Peptid hBD3 ist einer der Bausteine zur Modulation der bakteriellen Kolonisation. Ist dies nur 
vermindert verfügbar,  ist das Risiko einer Dysbalance der mikrobiellen Besiedlung und einer 
möglichen Kolonisation mit S. aureus erhöht.  
 
Interleukin 8, ein Vertreter der Zytokine, stellt einen weiteren Bestandteil der Barriere gegen 
eine Besiedlung mit potentiell pathogenen Bakterien dar. Die Aufgabe des Interleukin 8 ist 
zum einen die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und die dadurch bedingte 
Aktivierung der Chemotaxis (Baggiolini und Clark-Lewis, 1992).  
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Zum anderen ist Interleukin 8 der Schlüsselmediator der Neoangiogenese, der Ausbildung 
von neuen Blutgefäßen (Choi et al., 2014), welche ein wichtiger Baustein der 
Reparaturvorgänge in Entzündungsprozessen ist. Da bei Patienten mit GPA die Sekretion von 
Interleukin 8 reduziert ist (Laudien et al., 2010), kann dies zu einer geschwächten Abwehr bei 
bakterieller Besiedlung beitragen. 
 
Aufgrund dieser beschriebenen Besonderheiten bei der Granulomatose mit Polyangiitis, 
welche die Besiedlung mit S. aureus begünstigen, ergibt sich die erste Fragestellung der 
vorliegenden Dissertation.  
 
Fragestellung 1: Lassen sich bei GPA-Patienten im Vergleich zu Normalkontrollen 
vermehrt S. aureus-Bakterien im Gewebe nachweisen? 
 
1.2 Staphylococcus aureus 
S. aureus ist ein gram-positiver, ubiquitär verbreiteter Keim mit Potenz für ein weites 
Spektrum an Krankheiten, die durch ihn hervorgerufen werden können (Guo et al., 2017). Sie 
reichen von milden superfiziellen Hautinfektionen bis zu einer lebensgefährlichen Sepsis, 
Endokarditis und Pneumonie. Er gehört zu den Keimen, die am häufigsten bei einer 
nosokomialen Infektion des Respirationstraktes vorliegen  
(Mongodin et al., 2002). 
 
Aber nicht jede Besiedlung  mit dem Bakterium führt zu einer Symptomatik. Rund 20-30% 
der Bevölkerung sind Träger des Keimes mit in der Regel asymptomatischen Verläufen 
(Glasner et al., 2015),  da S. aureus nicht nur zu den pathogenen Keimen zählt, sondern auch 
zu den Kommensalen (Wang et al., 2015).  
 
Man unterscheidet drei Arten von gesunden S. aureus-Trägern: Dauerhafte und 
intermittierende Träger, sowie Nichtträger (Fard-Mousavi et al., 2015). Dabei besiedelt         
S. aureus bei Gesunden verschiedene Bereiche, wie zum Beispiel am Vestibulum nasi, der 
Haut und der Vagina (Fard-Mousavi et al., 2015). Die Nase ist jedoch die Region, an welcher 
der Keim am häufigsten nachgewiesen werden konnte (Williams et al., 1963). Bei jungen 
Kindern, hospitalisierten Patienten sowie Patienten mit chronischen Erkrankungen ist die 
Prävalenz von S. aureus höher (Fard-Mousavi et al., 2015). 
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Obwohl dieser Keim in den meisten Fällen einer Infektion lokalisiert verbleibt, kann das 
Bakterium auch in tiefere Gewebe einwandern und in Zellen internalisieren. Dadurch ist er in 
der Lage chronische und wiederkehrende Erkrankungen hervorzurufen (Hamza und Li, 2014). 
S. aureus nutzt dabei Fibronektin. Über das Fibronektinbindeprotein A bindet sich S. aureus 
an Fibronektin und ist so migrationsfähig (Kneidl et al., 2013).  
 
Fibronektin dient als eine Art Brückenmolekül zwischen dem Fibronektin-Bindeprotein auf 
der Seite des S. aureus und dem Integrin α5β1, der Rezeptor für Fibronektin, auf der 
Oberfläche der Wirtszelle (Hauck und Ohlsen, 2006). 
 
In einer Studie wurde gezeigt, dass S. aureus sich sowohl in vitro, als auch in vivo vor allem 
an den schwach differenzierten menschlichen Epithelzellen des Respirationstraktes sammelt 
(Mongodin et al., 2002). 
 
1.3 Fibronektin 
Fibronektin ist ein Glykoprotein und unter anderem eines der Bestandteile der 
Extrazellulärmatrix (Bachmann et al., 2015). Generell lassen sich zwei verschiedene Arten 
von Fibronektin unterscheiden: Zum einen das plasmatische, gelöste  und zum anderen das 
zelluläre, an die Zelloberfläche gebundene Fibronektin (Pankov und Yamada, 2002).  
 
Fibronektin erfüllt folgende Funktionen: zelluläre Adhäsion (Anhaftung), Differenzierung, 
Gewebereparatur nach Verletzungen und eine adhäsive Wirkung auf verschiedene Moleküle, 
zum Beispiel Heparin, Kollagen, Fibrin und spezifische Integrine (Menzies, 2003, Bachmann 
et al., 2015). Daher ist Fibronektin ein typischer Baustein der Extrazellulärmatrix des 
verletzten Gewebes, welches sich in Regeneration befindet (Bachmann et al., 2015).  
 
Das zelluläre Fibronektin lagert in fibrillären Bündeln an der Oberfläche von verschiedenen 
Zellarten, unter anderem auch Fibroblasten, Astrozyten, Epithel- und Endothelzellen. Das 
plasmatische Fibronektin fungiert als Bindemolekül zum einen bei Zell-Zell-Kontakten, aber 
auch bei  Zell-Substrat-Kontakten. Dadurch wird die zelluläre Adhäsion, die Anheftung an 
Makromoleküle der Extrazellulärmatrix, erleichtert (Beier et al., 2007).  
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Neben Fibroblasten kann Fibronektin auch von Makrophagen gebildet werden (Alitalo et al., 
1980). Zusammenfassend stellt Fibronektin eine Komponente des Abwehrmechanismusses 
gegen eine bakterielle Besiedlung dar und demzufolge auch gegen das in dieser Arbeit 
betrachtete Bakterium S. aureus.  
 
Die 2. Fragestellung der vorliegenden Dissertation soll daher einen möglichen Unterschied 
zwischen dem Auftreten von Fibronektin bei Patienten mit GPA und Gesunden aufzeigen. In 
der 3. Fragestellung wird die Beziehung zwischen S. aureus und Fibronektin betrachtet. Es 
soll gezeigt werden, ob in den histologischen Schnitten, bei welchen S. aureus nachgewiesen 
wurde eine vermehrte oder verminderte Fibronektinanreicherung nachgewiesen werden kann 
und ob dies bezüglich Unterschiede zwischen beiden Patientengruppen auftreten.  
 
Fragestellung 2: Unterscheiden sich Patienten mit GPA und Normalkontrollen 
hinsichtlich des Fibronektingehaltes der Extrazellulärmatrix der nasalen Schleimhaut?  
 
Fragestellung 3: Wie zeigt sich das Verhältnis zwischen S. aureus und Fibronektin und 
sind  Unterschiede zwischen GPA-Patienten und Normalkontrollen erkennbar? 
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1.4 Makrophagen 
In jedem Organ des Körpers sind Makrophagen vertreten, die allesamt von Monozyten 
abstammen. Zum einen sind sie Bestandteil des unspezifischen, angeborenen Abwehrsystems 
und sind beispielsweise in der Lage, Bakterien abzutöten. Zum anderen sind sie ein 
Bestandteil der spezifischen, erworbenen Immunabwehr und können durch T-Helferzellen 
aktiviert werden. Zwar haben Makrophagen organspezifische Aufgaben, doch sie alle sind in 
der Lage, Partikel zu phagozytieren (Lüllmann-Rauch, 2003). Makrophagen können über die 
Ausschüttung von Zytokinen andere Abwehrzellen aktivieren. Beispiele hierfür sind 
Granulozyten und Lymphozyten, welche ebenfalls Vertreter der Immunabwehr sind 
(Lüllmann-Rauch, 2003). 
 
In dieser Arbeit sind Makrophagen als Stellvertreter des zellulären Abwehrsystems 
ausgewählt worden. Weitere Fragestellungen dieser Arbeit beziehen sich auf die Häufigkeit 
des Auftretens von Makrophagen und die räumliche Korrelation zwischen S. aureus und 
Makrophagen.  
 
Fragestellung 4: Gibt es einen Unterschied  zwischen Patienten mit Granulomatose mit 
Polyangiitis  und Normalkontrollen hinsichtlich der Häufigkeit des Auftretens von 
Makrophagen? 
 
Fragestellung 5: Kann bei einem Nachweis von S. aureus  ein verminderter Nachweis 
von Makrophagen bei GPA-Patienten im Vergleich zu Normalkontrollen beobachtet 
werden? 
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2. Material und Methoden 
Nach Zustimmung der Ethikkomission der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel wurde die 
Studie in Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki (letzte Revision im Oktober 
2008) durchgeführt. 
 
2.1 Patientengruppen  
Insgesamt erfolgte die Untersuchung von 23 Biopsien. Zu der Gruppe der Patienten mit GPA 
zählten dabei 11 Patienten, wovon 2 therapierefraktär waren. Die weiteren 12 Personen waren 
Normalkontrollen.  
 
Die Gruppe der GPA-Patienten setzte sich aus 4 Frauen und 7 Männern im Alter von 26 bis 
77 Jahren mit einem Durchschnittsalter von 57,8 Jahren zum Untersuchungszeitpunkt 
zusammen. Die Diagnose bestand zum Untersuchungszeitpunkt zwischen 3 Monaten und 
nahezu 9 Jahren.  
 
Ähnlich war die Verteilung der Normalkontrollen mit 4 Frauen und 8 Männern im Alter von 
19 bis 68 Jahren mit einem Durchschnittsalter von 41,6 Jahren. Dieses Patientenkollektiv war 
frei von autoimmunen Erkrankungen und chronischen Nasennebenhöhlenentzündungen. Auch 
lagen bei dieser Patientengruppe keine akuten Entzündungen vor. 
 
Zum Untersuchungszeitpunkt konnte bei 4 Patienten mit GPA eine geringe und bei 2 
Patienten eine mäßige endonasale Aktivität der Erkrankung festgestellt werden. Bei den 
weiteren 5 GPA-Patienten wurde keine endonasale Aktivität festgestellt.  
 
Bei 10 der Patienten mit GPA erfolgte die Einnahme von Prednisolon, einem Glukokortikoid 
mit entzündungshemmenden Eigenschaften (Barnes, 1998). Die Dosierung von Prednisolon 
lag zwischen 2,5 und 40 mg pro Tag. Die durschnittliche Dosierung des Prednisolons der 10 
Patienten mit GPA lag bei 11,6 mg pro Tag.  
 
Immunsuppresive Medikamente, als verwendete Vertreter seien hier Cyclophosphamid, 
Azathioprin, Methotrexat, Rituximab und Leflunomid genannt, wurden von 10 Patienten mit 
GPA eingenommen.  
 
 
 
11 
   
 
 
 
Ein Patient mit GPA nahm weder Glucocortikoide noch Immunsuppressiva ein. 
 
In Untersuchungen auf C-ANCA konnte bei 7 Patienten mit GPA festgestellt werden, dass 
diese C-ANCA positiv waren. Bei weiteren 3 Patienten konnten keine C-ANCA 
nachgewiesen werden.  
 
Des Weiteren wurden ebenfalls die P-ANCA Werte untersucht mit folgendem Ergebnis: Bei 
einem C-ANCA negativem Patienten konnte ein positiver P-ANCA-Wert nachgewiesen 
werden. Alle übrigen 10 Patienten mit GPA zeigten sich P-ANCA negativ zum 
Untersuchungszeitpunkt.  
 
Im Vasculitis Damage Index (VDI), ein Index zur Messung des Outcomes der Vasculitis und 
Beurteilung der Effektivität der Therapie (Luqmani, 2014), werden folgende Symptomfelder 
beurteilt: Muskuloskeletal, Haut und Schleimhäute, Augen, Hals-Nasen-Ohren, pulmonal, 
kardiovaskulär, periphere Gefäßerkrankungen, gastrointestinal, renal, neuropsychiatrisch und 
weitere (zum Beispiel Diabetes, maligne Erkrankungen). Insgesamt sind 64 Punkte zu 
beurteilen, mit einer höchstmöglichen Punktzahl von 64. Bei den 11 Patienten mit GPA in 
unseren Untersuchungen lagen im Durchschnitt 2 Punkte vor, wobei 3 Patienten einen Punkt 
hatten, 4 Patienten 2 Punkte, 2 Patienten 3 Punkte sowie ein Patient 4 Punkte und ein Patient 
keinen Punkt. 
 
Ein weiterer Index, welcher verwendet wurde, ist der Disease Extent Index. Dieser Index wird 
zur Beurteilung des Ausmaßes der Erkrankung und der Krankheitsaktivität bei Patienten mit 
Vaskulitiden, welche mit ANCA assoziiert sind, herangezogen (de Groot et al., 2001). 
Folgende Organmanifestationen finden dabei Berücksichtigung: Hals-Nasen-Ohren und 
oberer Respirationstrakt, entzündliche Augenläsionen, Herz, Lunge und unterer 
Respirationstrakt, Nieren, gastrointestinaler Trakt, peripheres Nervensystem, zentrales 
Nervensystem, Haut, Arthralgien und Arthritiden sowie konstitutionelle Symptome. Die 
höchstmögliche Punktzahl beträgt 21, wobei kein Punkt eine völlige Remission bedeutet. In 
unseren Untersuchungen hatten 4 der 11 Patienten mit GPA 2 Punkte, 2 Patienten 4 Punkte, 1 
Patient 9 Punkte sowie ein weiterer Patient 11 Punkte. Weitere 3 Patienten hatten keinen 
Punkt, sodass sich eine durchschnittliche Punktzahl von 3,27 Punkten ergab.  
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Bei einer genaueren Betrachtung der einzelnen Symptomfelder zeigten sich bei 6 von 11 
Patienten mit GPA Symptome im Bereich des oberen Respirationstraktes sowie bei 3 von 11 
Patienten Symptome der Lunge. Ein Auftreten von Symptomen der Niere ließ sich bei  2 von 
11 Patienten mit GPA verzeichnen.  
 
Bei 8 Patienten mit GPA erfolgte die Entnahme von Biopsien zum histologischen Nachweis 
der Erkrankung. Die Entnahmelokalisationen waren Auge, Niere, Muskel oder Vulva. Bei 6 
von 9 Biopsien wurde auch histologisch die Diagnose bestätigt. 
 
2.2 Biopsate und Aufbereitung 
Es erfolgte die intraoperative Entnahme von respiratorischer Nasenschleimhaut aus den 
Conchae nasales inferiores, den unteren Nasenmuscheln. Bei der Entnahme wurde auf die 
Entzündungsfreiheit der Entnahmestelle geachtet. Die ausgewählte Lokalisation sollte zum 
Beispiel frei von Krusten, Blutauflagerungen, eitrigen Sekretionen, Ödemen oder Granulomen 
sein. Die Biopsien der Normalkontrollen wurden im Rahmen von Operationen bei 
Nasenatmungsbehinderung entnommen. Die Entnahme erfolgte ebenfalls von den Conchae 
nasales inferiores.  
 
Im Anschluss an die Entnahme erfolgte die vorübergehende Lagerung in Zellmedium 
(Airway Epithelial Cell Growth Medium, PromoCell GmbH, Heidelberg) sowie die 
anschließende Fixierung der Biopsien für mindestens 24 Stunden in 4%iger, gepufferter 
Formaldehydlösung (Walter-CMP GmbH & Co.KG, Kiel).  Die etwa 3x3 mm großen 
Biopsien wurden danach einer aufsteigenden Alkoholreihe zum Entzug des enthaltenen 
Wassers unterzogen. Dabei erfolgte für jeweils 30 min die Lagerung in 70%igem, 80%igem, 
2 x 96%igem (Büfa Chemikalien GmbH & Co.KG; Hude/Alt Moorhaussen), 2 x 100%igem 
Äthanol (J.T. Baker, Deventer, Niederlande) und 2 x Aceton (J.T. Baker, Deventer, 
Niederlande). 
 
Nach Abschluss der Alkoholreihe wurden die Biopsien in flüssigem Paraffin (Paraplast Plus, 
Gewebe-Einbettmedium, McCormick Scientific LLC., St. Louis, USA) eingebettet und 
härteten unter Raumtemperatur aus.  
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Zur Verbesserung der Schnittqualität wurden die Blöcke tiefgekühlt um anschließend mittels 
eines Schlittenmikrotoms (Model 2050 Supercut, Reichert-Jung/Cambridge, Instruments, 
Nussloch) 4 µm dicke Schnitte anfertigen zu können, welche auf beschichtete Objektträger 
(Menzel-Gläser Superfrost ® Plus, Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig) aufgezogen 
wurden (freundlicherweise in Kooperation mit  A. Röen, Klinik für Hals-, Nasen-, 
Ohrenheilkunde, Kopf- und Halschirurgie der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel). Bei 
37°C wurden die Schnitte für mindestens 48 Stunden getrocknet und bis zur weiteren 
Verwendung bei Raumtemperatur gelagert.  
 
2.3 Immunhistochemische Färbung 
2.3.1 Verwendete Primärantikörper 
Staphylococcus aureus wurde mit einem monoklonalen Antikörper gegen Protein A (Clone 
SP-27, Spezies: Maus, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), welches auf der Zelloberfläche von  
S. aureus exprimiert wird, angefärbt.  
 
In einer weiteren Färbereihe wurde Fibronektin mit Hilfe eines monoklonalen antihumanen 
Fibronektin-Antikörpers (Fn-3, Spezies Maus, Abcam, Cambridge, UK) angefärbt.  
 
Zur Darstellung der Makrophagen erfolgte die Anfärbung der Präparate mit dem 
monoklonalen Mausantikörper KP1 (Abcam, Cambridge, UK), welcher gegen CD 68 
gerichtet ist (Warnke et al., 1989, Lin, C.Y. et al., 2005). In der Literatur wird eine konstante 
und verlässliche Anfärbung durch diesen Antikörper beschrieben (Facchetti et al., 1991).  
 
2.3.2 Färbung 
Begonnen wurde die Färbung in einem Bad aus Xylolersatz (XEM-200, National diagnostics, 
Vogel GmbH KG, Gießen) für zwei Mal 10 min, gefolgt von zwei Mal 10 min in 100%igem 
Äthanol. Dann folgten zwei Mal 5 min in 96%igem Äthanol, ein Mal 5 min in 80%igem 
Äthanol und zum Abschluss ein Mal 5 min  in 70%igem Äthanol.  
 
Nach der oben beschriebenen Entparaffinisierung wurden die Objektträger für wenige 
Sekunden in Aqua destillata  gespült und  dann für 10 min in einem Bad aus TBS 
(Tris-gepufferte Salzlösung, 150 mM Natriumchlorid, 50 mM Tris-Chlorwasserstoff) mit 
einem pH-Wert von 7,4 rehydriert.  
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Anschließend erfolgte die Antigen-Demaskierung in einem 0,01 M Citratpuffer (10 mM 
Citronensäure-Monohydrat, Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe) bei einem pH-Wert von 
6,0. Die Objektträger in der Glasschale wurden locker abgedeckt und für zwei Mal 7 min bei 
450 W in einer Mikrowelle erhitzt. Nach den ersten 7 min wurde kontrolliert, wie viel 
Flüssigkeit bei dem Vorgang verdunstet war und gegebenenfalls mit Aqua destillata 
aufgefüllt. 
 
Nach dem Erhitzen kühlten die Schnitte für 15 min in demselben Citratpuffer ab und wurden 
danach für wenige Sekunden in Aqua destillata gespült.         
 
Nun folgte das Blocken der endogenen Peroxidase mit 1%iger Peroxidaselösung. Dafür 
wurde zuvor die überschüssige Flüssigkeit von den Objektträgern heruntergeschüttelt und 
nicht gewischt, damit die Biopsien so wenig wie möglich tangiert und dadurch verunreinigt 
wurden. Im Anschluss wurden die Objektträger für 10 min in die Peroxidaselösung, bestehend 
aus 100 ml Methanol (Merck KGaA, Darmstadt) und hinzugesetztem 1 ml H2O2 
(Wasserstoffperoxid, 30%, J.T. Baker, Deventer, Niederlande), gestellt.  
 
Erneut wurde die Flüssigkeit entfernt und dann die Schnitte zuerst für einige Sekunden in 
Aqua destillata und anschließend in TBS gespült. Es folgte das Blocken mit einer 3%igen 
Blockinglösung bestehend aus 30 µl Normalserum vom Kaninchen (Vector Laboratories, Inc., 
Burlingame, USA) und 970 µl TBS. Es wurde mit dem Serum des Tieres geblockt, von 
welchem auch der Sekundärantikörper stammte. Die Beschreibung dieses Arbeitsschrittes 
erfolgt im weiteren Verlauf.  
 
Nach 15 min wurde die überschüssige Flüssigkeit von den Objektträgern entfernt ohne die 
Biopsate zu berühren. Es schloss sich die 60 minütige Inkubation mit dem Primärantikörper 
an.  
 
Bei der Anfärbung der S. aureus-Bakterien handelte es sich um eine Konzentration von          
1 µl Antikörper:4000 µl TBS. Um die Makrophagen histologisch darstellen zu können, 
erfolgte die Anfärbung mit einer Konzentration von 1 µl Antikörper:400 µl TBS. Bei der 
Darstellung des Fibronektins erwies sich eine Konzentration von 0,5 µg Antikörper pro 1 ml 
TBS am effektivsten.  
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Nach 60 min wurde die noch übrige Flüssigkeit von den Objektträgern entfernt. Die Träger 
wurden daraufhin für 3 Mal je 5 min in TBS gespült. Erneut wurde die Flüssigkeit von den 
Schnitten herunter geschüttelt und der Sekundärantikörper für 30 min aufgetragen. Der 
polyklonale Sekundärantikörper, Kaninchen-Immunglobulin, anti-Maus (biotinyliert, 
DakoCytomation, Glostrup, Dänemark) wurde in einer Konzentration von                                  
1 µl Antikörper:100 µl TBS verwendet. Danach folgte erneut das Spülen mit TBS, jedoch nun 
für 3 Mal je 10 min. Zeitgleich wurde der Vectastain Elite ABC-Komplex (Vector 
Laboratories, Burlingame, USA) angemischt, da dieser 30 min vor dem Auftragen ruhen 
sollte.  
 
Der ABC-Komplex bestand aus 5 ml TBS sowie 2 Tropfen der Substanz A und 2 Tropfen der 
Substanz B. Dieser ABC-Komplex wurde für 30 min aufgetragen, nachdem die Objektträger 
von überschüssiger Flüssigkeit nach dem bereits beschriebenen Prinzip befreit wurden. 
 
Erneut erfolgte danach die Spülung der Schnitte für 3 Mal je 5min in TBS. Nun wurde das 
Vector NovaRedTM Substrat (Substratkit für Peroxidase, Vector Laboratories, Burlingame, 
USA) auf die Schnitte aufgetragen, welches laut Produktinformation erst kurz vorher 
angemischt werden durfte. Es bestand aus 5ml TBS, 3 Tropfen der Flüssigkeit 1 und jeweils 2 
Tropfen der Flüssigkeiten 2, 3 und 4. Bei der Anfärbung der Makrophagen und der Bakterien 
verblieb das Substrat für 2 min auf den Objektträgern. Lediglich bei der Anfärbung des 
Fibronektins wurde das Substrat für 3 min aufgetragen. Die Zeit musste dabei exakt gemessen 
werden, da sonst erhebliche Unterschiede in der Intensität der Anfärbung zu sehen sein 
würden. Dies konnte in den zu Beginn zur Prozessoptimierung durchgeführten 
Probefärbungen  beobachtet werden.  
 
Nach der angegebenen Zeit wurde die Färbung gestoppt indem die Objektträger für 10 min in 
einem Bad aus TBS ruhten. Es folgte die Gegenfärbung mit frisch gefilterter Hämalaunlösung 
(Merck KGaA, Darmstadt; Filterpapier 3, qualitativ, Whatmann International Ltd., 
Maidstone, Großbritannien)  in der Konzentration 1:2. Dieser Schritt dauerte 3 Sekunden. 
Auch hier war eine genaue Einhaltung der Zeit notwendig. Danach wurden die Schnitte für 10 
min in einer Schale unter fließendes Wasser gestellt. Dabei wurde  darauf geachtet, dass die 
Schnitte durch den direkten Wasserstrahl nicht beschädigt wurden. 
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Es folgte die Alkoholreihe, jedoch nun in entgegengesetzter Reihenfolge: 70%iger, 80%iger  
und zweimal 96%iger Äthanol, jeweils für wenige Sekunden. Danach folgten 2 Mal je10 min 
in Xylolersatz.  Zum Abschluss wurden die  Schnitte eingebettet in schnell aushärtendem 
Eindeckmedium, Eukitt ® (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) und mit Menzel 
Deckgläschen (rund, 12 mm Durchmesser, Heinz Herne Medizinalbedarf GmbH, Hamburg) 
abgedeckt. 
 
Bei den bereits erwähnten Probefärbungen wurde festgestellt, dass ein Tupfen und Wischen 
der Objektträger zur Reduktion der sich darauf befindenden Flüssigkeit zu einer 
Verunreinigung des Objektes führt, sodass das Mikroskopieren und Auffinden der Strukturen 
zum Teil nicht mehr möglich war. Kleine Staubpartikel waren in der Lage, das Bild des 
angefärbten Gewebes so zu verändern, dass ein Erkennen, zum Beispiel von S. aureus, nicht 
mehr valide möglich war.  
 
Zur Optimierung unserer Färbeergebnisse verwendeten wir probeweise zwischen den 
genannten Arbeitsschritten eine Waschlösung. Diese setzte sich aus TBS und 0,05% des 
Detergens Tween® 20 (Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe) zusammen. Beim 
anschließenden Mikroskopieren mussten wir jedoch feststellen, dass nicht nur eine eventuelle 
Reinigung stattgefunden haben könnte, sondern auch, dass die in den vorherigen Schnitten 
sichtbar gemachten Zielstrukturen nun nicht mehr erkennbar waren. Neue Schnitte der 
gleichen Patientenbiopsien wurden ohne das zuvor genannte Tween® 20 Detergens angefärbt 
mit dem Ergebnis, dass nun die angefärbte Struktur, in diesen Fällen S. aureus, dargestellt 
werden konnte. In der daraus resultierenden  Annahme, das Detergens sei verantwortlich für 
diesen Prozess, verzichteten wir auf deren Verwendung. 
 
Um die ideale Anfärbung des Fibronektins zu erzielen wurde sowohl die Konzentration des 
Primärantikörpers variiert als auch die Einwirkzeit des Vector NovaRedTM Substrates. Die 
Konzentrationen des Primärantikörpers waren von 0,5 bis 2,5 µg/µl in 0,5er-Schritten. Beim 
anschließenden Mikroskopieren (Durchlichtmikroskop Axioplan, Zeiss, Göttingen) stellten 
sich alle Färbungen ab 1 µg/µl als zu intensiv dar, sodass wir uns auf die Konzentration von 
0,5 µg/µl festlegten.  
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Ebenfalls veränderten wir die Einwirkzeiten des Vector NovaRedTM-Substrates zwischen 2 
bis 4,5 min. Da sich die Anfärbungen bei 4,5 min als zu intensiv darstellten und bei 2 min 
zum Teil zu schwach, legten wir die Einwirkzeit auf 3 min fest.  
 
Bei der Festlegung der Konzentration des Primärantikörpers KP1 testeten wir die 
Konzentrationen 1:200, 1:300 und 1:400 mit einer anschließenden Einwirkzeit des Vector 
NovaRedTM-Substrates von 2 min. Unter dem Mikroskop zeigten sich bei allen 
Konzentrationen angefärbte Makrophagen, sodass wir uns für die geringste Konzentration 
(1:400) entschieden. 
 
2.3.3 Einscannen der Schnittpräparate 
Um eine Standardisierung der Beurteilung der Schnitte durch die beteiligten Untersucher zu 
erreichen, wurden sämtliche zu untersuchenden Schnitte mittels eines Scanners (Mirax Midi, 
Carl Zeiss AG, Oberkochen) eingescannt. 
 
2.4 Beurteilung der immunhistochemischen Präparate 
2.4.1 Studiendesign 
In dieser retrospektiven, deskriptiven Studie erfolgte die Auswertung der 69 histologischen 
Schnitte durch drei unabhängige Untersucher. Dabei waren die einzelnen Präparate zufällig 
nummeriert, sodass eine Zugehörigkeit zur jeweiligen untersuchten Gruppe durch die 
Untersucher nicht feststellbar war. 
 
2.4.2 Voraussetzung der Beurteilenden 
Zur möglichst gleichwertigen Untersuchung der Präparate erfolgte zuvor die Unterrichtung 
der Untersucher sowie das Verdeutlichen von Färbeabstufungen durch Beispielaufnahmen. 
Des Weiteren wurde eine strukturierte Tabelle zum Eintragen der Ergebnisse (siehe 2.4.3 
Tabelle 1) erläutert und nachfolgende Kriterien erklärt.  
 
2.4.3 Ablauf der Beurteilung 
Betrachtet wurden jeweils 2-3 Gesichtsfelder eines zufälligen Ausschnittes des Präparates für 
das jeweilige Kriterium. Kam es zu keiner Anfärbung, entsprach dies der Stufe 0. Stufe 1 
brachte die schwache Anfärbung von Fibronektin oder S. aureus oder  Makrophagen zum 
Ausdruck.  
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Dies bedeutet, dass die gesuchte Struktur nicht in jedem der 2-3 Gesichtsfelder gesehen 
werden musste, jedoch mindestens in einem.  Dementsprechend ergibt sich Stufe 2 bei 
Detektion der Struktur in mehr als einem der 2-3 Gesichtsfelder.  
 
Auch die Lokalisation des Auftretens der beurteilten Struktur findet Berücksichtigung in der 
Tabelle. Hierzu erfolgt die Unterteilung des Gewebes in die Schichten: „Epithelial“, 
„Subepithelial“, „Stroma“ und „Drüsen“. Anfärbungen im Epithel sind dementsprechend 
zwischen oder in den Epithelzellen. „Subepithelial“ ist die Beschreibung für das Areal 
unmittelbar unter dem Epithel. Kommt es zu angefärbten Strukturen im Bereich der Drüsen, 
so ist dies in der Tabelle bei „Drüsen“ zu vermerken. Eine Anfärbung in den sonstigen 
Bereichen des histologischen Schnittes kann unter der Beschreibung „Stroma" erfolgen.  
 
Da die einzelnen zu untersuchenden Strukturen verschiedene Größen aufweisen, wurde zuvor 
die entsprechende Vergrößerung festgelegt. Das Mikroskopieren von S. aureus erfolgte bei 
einer 40-fachen Vergrößerung. Makrophagen und Fibronektin wurden bei einer 20-fachen 
Vergrößerung beurteilt.  
 
Die folgenden Bilder galten als Beispiele, in welchen ausschließlich das Vorhandensein oder 
das Fehlen der jeweiligen Struktur dargestellt wurde.  
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Abbildung 1: Anfärbung Staphylococcus aureus im Gewebe, Staphylococcus aureus 
vorhanden, Areale mit Pfeilen gekennzeichnet 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Anfärbung von Staphylococcus aureus im Gewebe, Staphylococcus aureus 
nicht vorhanden 
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Abbildung 3: Anfärbung von Fibronektin im Gewebe, Fibronektin vorhanden 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4: Anfärbung von Fibronektin im Gewebe, Fibronektin nicht vorhanden  
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Abbildung 5: Anfärbung von Makrophagen in nasaler Schleimhaut, Makrophagen vorhanden  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6: Anfärbung von Makrophagen in nasaler Schleimhaut, Makrophagen nicht 
vorhanden 
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Da in den Untersuchungen nicht nur das Vorhandensein der einzelnen Strukturen in ihrer 
Abstufung beurteilt wurde sondern auch die räumliche Nähe zueinander, wurde dieses 
Kriterium ebenfalls in die Tabelle zur Beurteilung eingefügt. Zum einen konnte eine Aussage 
getroffen werden, ob sich Staphylokokken in unmittelbarer Nähe zu zuvor gesichteten 
Makrophagen darstellen ließen. Zum anderen, ob ein eventuell vermehrtes oder vermindertes 
Auftreten von S. aureus bei fibronektinreichen Präparaten zu beobachten ist.  
 
 
Tabelle 1: Tabellarischer Auswertungsbogen 
 
Nummer  Staphylokokken Makrophagen Staphylokokken 
in unmittelbarer 
Nähe zu 
Makrophagen? 
Fibronektin Bei 
Staphylokokken 
vermehrt 
Fibronektin? 
  0 1 2 0 1 2 Ja Nein 0 1 2 Ja  Nein 
 Epithelial              
 Subepithelial              
 Stroma              
 Drüsen              
       
 Epithelial              
 Subepithelial              
 Stroma              
 Drüsen              
       
 
 
 
Nachdem die drei Untersucher sämtliche Präparate gesichtet hatten, wurden aus den 
Ergebnissen die Mittelwerte der einzelnen Kriterien ermittelt. Anschließend wurden die 
Ergebnisse zwischen den Patientengruppen verglichen und im Folgenden ausgewertet.  
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2.5 Statistische Auswertung 
Die Biopsien der insgesamt 23 Patienten wurden jeweils an 4 Lokalisationen beurteilt. Daher 
erfolgte die Auswertung von 48 Normalkontrollen und 44 Fällen mit GPA.  
 
Die genannten Intensitäten wurden von 0, 1 und 2 auf Werte der Ordinalskala folgend von 
1,00, 2,00 und 3,00 umgebildet und aus ihnen die Mediane ermittelt.   
 
Zur Beurteilung des Vorliegens einer Normalverteilung erfolgte die Anwendung des 
Kolmogorov-Smirnov-Testes, welcher auch bei Stichproben eingesetzt werden kann die 
kleiner als 40 sind.  Dem Ergebnis des Testes folgend konnte die Nullhypothese, beide 
Gruppen würden der Normalverteilung folgen, verworfen werden.  
 
Dementsprechend erfolgte der Vergleich der beiden Patientengruppen bezüglich unserer 
genannten Hypothesen mit dem Mann-Whitney-U-Test. Dieser nichtparametrische statistische 
Test ist durch die mögliche Anwendung bei Nichtvorliegen einer Normalverteilung 
gekennzeichnet und testet zwei voneinander unabhängige Stichproben.  
 
Die statistische Signifikanz der Ergebnisse wurde bei einem p-Wert von p≤0,05 
angenommen. 
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3. Ergebnisse    
Nach dem Betrachten sämtlicher Schnitte durch die 3 unabhängigen Untersucher wurden die 
Ergebnisse aller in der Tabelle 2 zusammengefasst. Angegeben sind die Mediane, welche aus 
den Ergebnissen der 3 Untersucher gebildet wurden. Anhand dieser Tabelle erfolgte die 
Berechnung mittels der oben genannten statistischen Testmethoden. 
 
Tabelle 2: Auswertung der histologischen Schnitte 
 
Proband 
 
 
Hautschicht 
 
 
Staphylokokken 
numerisch 
 
Makrophagen 
numerisch 
 
Staphylokokken in Nähe 
zu Makrophagen 
nominal 
Fibronektin 
numerisch 
 
Bei Staphylokokken vermehrt 
Fibronektin 
nominal 
9,00 Epithelial 2,00 2,00 1,00 1,00 2,00 
9,00 Subepithelial 1,00 2,00 2,00 3,00 2,00 
9,00 Stroma 1,00 1,00 2,00 2,00 2,00 
9,00 Drüsen 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
10,00 Epithelial 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
10,00 Subepithelial 1,00 1,00 2,00 3,00 2,00 
10,00 Stroma 1,00 2,00 2,00 3,00 2,00 
10,00 Drüsen 2,00 2,00 1,00 1,00 2,00 
135,00 Epithelial 1,00 3,00 2,00 1,00 2,00 
135,00 Subepithelial 1,00 3,00 2,00 2,00 2,00 
135,00 Stroma 1,00 3,00 2,00 2,00 2,00 
135,00 Drüsen 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
149,00 Epithelial 1,00 3,00 2,00 1,00 2,00 
149,00 Subepithelial 1,00 2,00 2,00 2,00 2,00 
149,00 Stroma 1,00 2,00 2,00 3,00 2,00 
149,00 Drüsen 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
76,00 Epithelial 1,00 2,00 2,00 1,00 2,00 
76,00 Subepithelial 1,00 3,00 2,00 1,00 2,00 
76,00 Stroma 1,00 3,00 2,00 3,00 2,00 
76,00 Drüsen 1,00 2,00 2,00 1,00 2,00 
83,00 Epithelial 2,00 3,00 1,00 1,00 2,00 
83,00 Subepithelial 1,00 3,00 2,00 1,00 2,00 
83,00 Stroma 1,00 3,00 2,00 2,00 2,00 
83,00 Drüsen 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
91,00 Epithelial 1,00 1,00 2,00 2,00 2,00 
91,00 Subepithelial 1,00 2,00 2,00 1,00 2,00 
91,00 Stroma 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
91,00 Drüsen 1,00 1,00 2,00 2,00 2,00 
104,00 Epithelial 1,00 3,00 2,00 1,00 2,00 
104,00 Subepithelial 1,00 3,00 2,00 1,00 2,00 
104,00 Stroma 1,00 3,00 2,00 1,00 2,00 
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104,00 Drüsen 2,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
34,00 Epithelial 3,00 3,00 1,00 1,00 2,00 
34,00 Subepithelial 3,00 3,00 1,00 1,00 2,00 
34,00 Stroma 2,00 3,00 1,00 1,00 2,00 
34,00 Drüsen 3,00 2,00 1,00 2,00 1,00 
49,00 Epithelial 1,00 1,00 2,00 data missing 
data missing 
49,00 Subepithelial 2,00 1,00 2,00 
data missing data missing 
49,00 Stroma 1,00 1,00 2,00 
data missing data missing 
49,00 Drüsen 2,00 1,00 2,00 
data missing data missing 
50,00 Epithelial 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
50,00 Subepithelial 1,00 1,00 2,00 2,00 2,00 
50,00 Stroma 2,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
50,00 Drüsen 3,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
57,00 Epithelial 2,00 2,00 1,00 1,00 2,00 
57,00 Subepithelial 1,00 3,00 2,00 1,00 2,00 
57,00 Stroma 2,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
57,00 Drüsen 2,00 3,00 1,00 1,00 2,00 
8,00 Epithelial 1,00 3,00 2,00 1,00 2,00 
8,00 Subepithelial 1,00 2,00 2,00 3,00 2,00 
8,00 Stroma 1,00 3,00 2,00 2,00 2,00 
8,00 Drüsen 2,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
13,00 Epithelial 2,00 2,00 1,00 1,00 2,00 
13,00 Subepithelial 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
13,00 Stroma 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
13,00 Drüsen 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
19,00 Epithelial 2,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
19,00 Subepithelial 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
19,00 Stroma 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
19,00 Drüsen 1,00 1,00 2,00 2,00 2,00 
26,00 Epithelial 2,00 2,00 2,00 1,00 2,00 
26,00 Subepithelial 1,00 2,00 2,00 1,00 2,00 
26,00 Stroma 1,00 2,00 2,00 2,00 2,00 
26,00 Drüsen 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
157,00 Epithelial 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
157,00 Subepithelial 1,00 1,00 2,00 2,00 2,00 
157,00 Stroma 1,00 1,00 2,00 2,00 2,00 
157,00 Drüsen 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
177,00 Epithelial 2,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
177,00 Subepithelial 1,00 1,00 2,00 2,00 2,00 
177,00 Stroma 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
177,00 Drüsen 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
195,00 Epithelial 2,00 2,00 2,00 1,00 2,00 
195,00 Subepithelial 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
195,00 Stroma 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
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195,00 Drüsen 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
77,00 Epithelial 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
77,00 Subepithelial 1,00 2,00 2,00 2,00 2,00 
77,00 Stroma 1,00 1,00 2,00 2,00 2,00 
77,00 Drüsen 2,00 1,00 2,00 2,00 1,00 
122,00 Epithelial 1,00 3,00 2,00 1,00 2,00 
122,00 Subepithelial 1,00 3,00 2,00 2,00 2,00 
122,00 Stroma 1,00 1,00 2,00 2,00 2,00 
122,00 Drüsen 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
62,00 Epithelial 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
62,00 Subepithelial 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
62,00 Stroma 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
62,00 Drüsen 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
63,00 Epithelial 2,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
63,00 Subepithelial 2,00 1,00 2,00 2,00 2,00 
63,00 Stroma 1,00 1,00 2,00 3,00 2,00 
63,00 Drüsen 2,00 1,00 2,00 1,00 2,00 
 
 
 
 
27 
   
 
 
3.1 Nachweis von Staphylococcus aureus 
Werden alle histologischen Schnitte beider Patientengruppen bezüglich des Auftretens von    
S. aureus miteinander verglichen, so kann mit einem p-Wert von 0,268 kein signifikanter 
Unterschied festgestellt werden. Dies bedeutet hinsichtlich der 1. Fragestellung, dass 
histologisch ein vermehrter Nachweis von S. aureus bei GPA-Patienten im Vergleich zu den 
Patienten der Normalkontrollen nicht erfolgte.  
 
Abbildung 7: Anfärbung von Staphylococcus aureus bei GPA-Patient 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 8: Anfärbung von Staphylococcus aureus bei Normalkontrolle  
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3.2 Nachweis von Fibronektin  
Im Anschluss erfolgte die Betrachtung der auf Fibronektin angefärbten Präparate. Hierbei 
zeigte  sich zwischen den Patienten mit GPA und den Normalkontrollen kein signifikanter 
Unterschied (p=0,830). Bezugnehmend auf die 2. Fragestellung kann somit die Aussage 
getroffen werden, dass bei Patienten mit GPA kein Nachweis eines vermehrten oder 
verminderten Fibronektingehaltes möglich war.  
 
Abbildung 9: Anfärbung von Fibronektin bei GPA-Patient 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: Anfärbung von Fibronektin bei Normalkontrolle 
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3.3 Korrelation zwischen Fibronektin und Staphylococcus aureus 
Die 3. Fragestellung sollte klären, wie der Fibronektingehalt und S. aureus zueinander im 
Verhältnis stehen und wie dieses Merkmal zwischen den Patientengruppen ausgebildet ist. 
Nach Auswertung der Ergebnisse der Untersucher konnte eine vermehrte Anfärbbarkeit von 
Fibronektin in der Nähe von angefärbten S. aureus-Arealen nicht festgestellt werden. Mit 
einem p-Wert von 1,000 wurde ein signifikanter Unterschied dieses Merkmals zwischen den 
Patientengruppen nicht festgestellt.  
 
Abbildung 11, 12: Anfärbung von Fibronektin (li) und Staphylococcus aureus (re) bei  
GPA-Patient (Serienschnitte) 
 
Abbildung 13, 14: Anfärbung von Fibronektin (li) und Staphylococcus aureus (re) bei 
Normalkontrolle (Serienschnitte) 
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3.4 Nachweis von Makrophagen 
Makrophagen stellen die dritte Struktur dar, welche in den Präparaten untersucht wurde. Nach 
der immunhistochemischen Färbung zeigte sich bei Patienten mit GPA ein signifikant 
geringeres Auftreten von Makrophagen im Vergleich zu den Normalkontrollen (p=0,001). 
Stellvertretend hierfür folgen die Abbildungen 15 und 16, wobei letztere eine deutlich 
häufigere Anfärbung von Makrophagen zeigt.  
 
Abbildung 15: Anfärbung von Makrophagen  bei Patient mit GPA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 16: Anfärbung von Makrophagen bei Normalkontrolle 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bezug nehmend auf die 4. Fragestellung besteht somit ein Unterschied bezüglich des 
Auftretens von Makrophagen zwischen den Patientengruppen. 
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3.5 Korrelation zwischen Makrophagen und Staphylococcus aureus 
Ob ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von S. aureus und Makrophagen besteht und 
ob es bezüglich dieses Merkmals einen Unterschied zwischen den Patientengruppen gibt, 
sollte mit der 5. Fragestellung geklärt werden. Mit Hilfe der durchgeführten Untersuchungen 
gelang ein signifikant seltenerer Nachweis von Makrophagen in der Nähe zu S. aureus bei 
GPA-Patienten im Vergleich zu den Normalkontrollen (p=0,012).  
 
Abbildung 17: Anfärbung von Makrophagen bei GPA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 18: Anfärbung von Staphylococcus aureus bei GPA (Serienschnitt zu Abb. 17) 
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Abbildung 19: Anfärbung von Makrophagen bei Normalkontrolle 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 20: Anfärbung von Staphylococcus aureus bei Normalkontrolle  
(Serienschnitt zu Abb. 19) 
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4. Diskussion 
4.1 Nachweis von Staphylococcus aureus 
Bei der immunhistochemischen Färbung von S. aureus wäre ein vermehrtes Auftreten von    
S. aureus in der Gruppe der GPA-Patienten aufgrund der schlechteren Immunabwehr dieser 
Patientengruppe denkbar gewesen. Auch in der Literatur wird im Allgemeinen beschrieben, 
dass 60-70% der GPA-Patienten S. aureus-Träger sind (Ohlsson et al., 2012) sowie 20-30% 
der gesunden Bevölkerung (Glasner et al., 2015). Jedoch zeigte sich eine scheinbar gleiche 
Häufigkeit des Auftretens in beiden Patientengruppen in unseren Untersuchungen. Möglich 
wäre eine tatsächlich ausgewogene Verteilung von S. aureus sowohl in der GPA-Gruppe als 
auch in der Kontrollgruppe. 
 
Eine weitere Möglichkeit ist die anzunehmende ungleichmäßige, nicht ubiquitäre Verteilung 
von S. aureus in der Nasenschleimhaut. Die Biopsieentnahmestelle könnte daher auch ohne    
S. aureus-Besiedelung gewesen sein, obwohl der Patient S. aureus-Träger war.  
 
Üblicherweise werden Abstriche 1-2 cm von den Nasenostien entfernt entnommen. In einer 
Studie, bei welcher Abstriche von der Nasenschleimhaut entnommen wurden und strikt auf 
eine Kontamination durch den Bereich der Naseneingänge geachtet wurde, wurde S. aureus 
nur in 32% anstatt zuvor in 76% von insgesamt 34 Probanden nachgewiesen (Moss et al., 
1948). 
 
Des Weiteren ist zu bedenken, ob das Auftreten von S. aureus durch eine gegebenenfalls 
vorhandene Immunsuppression  des Patienten mit GPA beeinflusst werden kann. In einer 
Studie von 2015 wurde die nasale Besiedlung von S. aureus während der Einnahme von 
Rituximab untersucht (Besada et al., 2015). Rituximab ist ein immunsuppressives 
Medikament, welches unter anderem zur Induktionstherapie bei GPA verwendet wird (Azar et 
al., 2014). In der eben genannten Studie wurden 29 Patienten mit GPA vor und während der 
Einnahme des Immunsuppressivums Abstriche der Nase entnommen und untersucht. Es 
wurde dabei gezeigt, dass die Einnahme von Rituximab keinen Einfluss auf die nasale 
Besiedlung mit S. aureus hat.  
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4.2 Nachweis von Fibronektin 
Fibronektin wurde als ein Baustein der Extrazellulärmatrix angefärbt, um möglicherweise 
Unterschiede zwischen den Patientengruppen aufzeigen zu können.  
 
Die ebenso schwache, beziehungsweise ebenso starke Anfärbung von Fibronektin und           
S. aureus in unseren Untersuchungen bei den Normalkontrollen und bei den Patienten mit 
GPA ist möglicherweise durch einen nur marginalen Unterschied in der Verteilung zwischen 
den Patientengruppen begründbar.  
 
In dem Abschnitt 2.3.2 Färbung wurde bereits auf die Optimierung der Färbeergebnisse 
eingegangen. Neben den bereits beschriebenen Versuchen zur Optimierung der 
Färbeergebnisse wurde auch die Konzentration des Primärantikörpers für Fibronektin variiert 
um auf der einen Seite eine garantierte, aber auf der anderen Seite nicht zu intensive Färbung 
des Fibronektins zu erzielen.  
 
Weiterhin beinhaltet der Färbeprozess einige Arbeitsschritte, welche nur wenige Sekunden 
andauern. So zum Beispiel auch die Anfärbung des Objektes mit Hämalaun gegen Ende des 
Färbeprotokolls. Hierfür sind lediglich 3 Sekunden vorgesehen. Es ist denkbar, dass eine 
Veränderung der Anfärbezeit mit Hämalaun um Bruchteile von Sekunden zu einer 
Veränderung des Erscheinungsbildes des Fibronektins führen kann. Daraus resultierend kann 
es zu einer Beeinflussung der Ergebnisse kommen. 
 
Betrachtet man die auf Fibronektin angefärbten Schnitte verschiedener Patienten sind wohl 
Unterschiede erkennbar. Dies ist auch anhand der Tabelle 2 im Kapitel Ergebnisse 
nachvollziehbar. Durch die Auswahl von zufälligen Gesichtsfeldern der Schnitte sind 
Unterschiede in der Intensität des Fibronektins möglich. Daher kann dies zu einer scheinbar 
gleichmäßigen Verteilung dieser Struktur in beiden Patientengruppen beigetragen haben. 
Tatsächlich vorhandene Unterschiede sollten sich dennoch durch den gewählten 
Versuchaufbau mit der verwendeten Anzahl der Schnitte sowie der  Anzahl der Untersucher 
darstellen lassen. 
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Ebenfalls möglich könnte eine insuffiziente oder fehlende Heraufregulation des Fibronektins 
bei Befall mit S. aureus sein. Die Möglichkeit der Heraufregulierung von Fibronektin ist in 
Studien ebenfalls immunhistochemisch gezeigt worden, zum Beispiel bei einer Form der 
kongenitalen Muskeldystrophie (Mehuron et al., 2014). Aber auch bei einer Infektion mit dem 
Ebolavirus im Rahmen einer Studie ist eine Heraufregulation von Fibronektin gezeigt worden 
(Kindrachuk et al., 2014). Da das Auftreten von S. aureus nicht mit einer vermehrten 
Anreicherung von Fibronektin bei GPA in unseren Untersuchungen beantwortet wurde, 
spricht dies für eine Störung des Abwehrmechanimus.   
 
In Untersuchungen vom April 2015 ist eine vermehrte Expression von Genen, welche an der 
Zelladhäsion beteiligt sind, bei GPA-Patienten gezeigt worden (Grayson et al., 2015). So war 
auch die Expression des Gens für Fibronektin 1, ein Untertyp des Fibronektins, bei Patienten 
mit GPA erhöht im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Gruppe aus Gesunden, Patienten mit 
Sarkoidose und Patienten mit allergischer Rhinitis). Auf ein eventuell ebenfalls vermehrtes 
Auftreten von Fibronektin auf Proteinebene wird in dieser Studie nicht eingegangen. Des 
Weiteren besteht die Kontrollgruppe  nicht ausschließlich aus gesunden Patienten, wodurch 
eine unmittelbare Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit unseren nicht gegeben ist. 
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4.3 Korrelation zwischen Fibronektin und Staphylococcus aureus 
Bei dem Betrachten von zwei unmittelbar benachbarten Schnitten einer Biopsie sollte 
festgestellt werden, ob an der Position, an welcher S. aureus detektiert wurde, auch ein 
vermehrtes Auftreten von Fibronektin festgestellt werden konnte. Bei beiden 
Patientengruppen ist diese Koexistenz nicht festgestellt worden und daher ist auch bei einem 
Vergleich dieses Merkmals zwischen beiden Patientengruppen kein Unterschied  aufgezeigt 
worden. 
 
Zu erwarten wäre in der Gruppe der Normalkontrollen eine vermehrte 
Fibronektinanreicherung an Stellen der S. aureus-Detektion als Ausdruck der Abwehr von 
Bakterien. Analog dazu wäre eine verminderte Anfärbbarkeit des Fibronektins bei eventuell 
gestörten Abwehrmechanismen in der GPA-Gruppe zu erwarten gewesen.  
 
Die möglichen Fehlerquellen sind dabei ähnlich, wie in den beiden zuvor genannten 
Abschnitten.  Möglicherweise ist das immunhistochemische Nachweisverfahren für die 
quantitative Bestimmung von Fibronektin zwischen diesen Patientengruppen nicht 
ausreichend sensitiv, bei eventuell nur marginalen Unterschieden der Verteilung dieser 
Zellstruktur.  
 
Eine prinzipielle Eignung des immunhistochemischen Nachweisverfahrens zur quantitativen 
Bestimmung von Fibronektin wurde allerdings in Studien gezeigt (Mehuron et al., 2014, 
Moradi et al., 2015). Ebenso wurde in einer Studie zur  Bestimmung von Fibronektin beim 
Prostatacarcinom das immunhistochemische Nachweisverfahren gewählt (Kolijn et al., 2015). 
 
Eine Fehlerquelle kann in der geringen Größe der S. aureus-Bakterien liegen, welche zu 
einem Übersehen dieses Untersuchungsmerkmals geführt haben könnte.  
 
Bei dem Betrachten von zwei benachbarten Schnitten wäre es möglich, dass der Abstand 
zwischen dem einen und dem anderen Schnitt dennoch so groß war, dass eine zu erwartende 
Zellstruktur bereits wieder aus dem Betrachtungsfeld verschwunden war. Dieses Problem 
dürfte eventuell eher bei S. aureus Bakterien eine Rolle gespielt haben, da diese meist 
gebündelt punktuell auftraten. Fibronektin hingegen ist meist flächig erschienen, sodass in 
benachbarten Schnitten ein Verschwinden bzw. eine Reduktion dieser Struktur der 
Extrazellulärmatrix  nahezu ausgeschlossen werden kann.  
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Quellen, welche das Auftreten von S. aureus und Fibronektin zueinander in Bezug setzen und 
weitere Auskünfte über die Verhältnisse geben, können nicht herangezogen werden, da hierzu 
bislang weiterführende Literatur nicht vorhanden ist. 
 
4.4 Nachweis von Makrophagen  
Der immunhistochemische Nachweis von Makrophagen und damit der Nachweis eines  
Repräsentanten des zellulären Abwehrsystems sollte ebenso mögliche Unterschiede zwischen 
den beiden Patientengruppen aufzeigen.  
 
Die vierte Fragestellung bestätigend ist ein vermindertes Auftreten von Makrophagen bei 
GPA und somit ein Unterschied zwischen beiden Patientengruppen festgestellt worden. 
Insbesondere aus diesem Ergebnis kann also der Rückschluss gezogen werden, dass durch 
den verminderten Nachweis von Makrophagen bei Patienten mit GPA die 
Abwehrmechanismen auf zellulärer Ebene herabgesetzt sind. Eine dadurch bedingte 
geschwächte Infektabwehr bei GPA ist denkbar.  
 
In einer Studie mit 234 Patienten, bestehend aus 36 Patienten mit GPA und 198 mit sonstigen 
orbitalen Erkrankungen, wurde anhand von Biopsien des Auges histologisch das Erscheinen 
unter anderem von Makrophagen untersucht (Isa et al., 2012). Im Vergleich zu den           
Nicht-GPA Patienten zeigten sich Makrophagen bei GPA-Patienten in verstärkter Häufigkeit. 
Allerdings wurden keine gesunden Patienten in diese Studie eingeschlossen, sodass keine 
Rückschlüsse darauf gezogen werden können, wie sich das Makrophagenverhältnis der GPA-
Patienten im Vergleich zu Gesunden darstellen würde. 
 
In einer weiteren Studie wurden periphere Blutproben von 23 Gesunden, 28 Patienten mit 
ANCA-assoziierten Vaskulitiden und 14 mit einem Nierentransplantat entnommen (Ohlsson 
et al., 2012). Die gewonnenen Proben wurden unter anderem hinsichtlich ihrer Blutzelllinien 
analysiert. Es war dabei kein Unterschied zwischen der totalen Monozytenanzahl der drei 
Patientengruppen feststellbar. Da Makrophagen von Monozyten abstammen            
(Lüllmann-Rauch, 2003) kann aus diesem Untersuchungsergebnis ein Rückschluss auf eine 
möglicherweise ähnliche Makrophagenverteilung gezogen werden.  
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Es findet jedoch in der 28 Personen starken Patientengruppe keine weitere Differenzierung in 
Bezug auf die unterschiedlichen Subtypen der Erkrankungen statt. So wird also auch nicht im 
Besonderen auf GPA-Patienten eingegangen. 
 
Eine andere Ursache des verminderten Nachweises von Makrophagen könnte ein Nebeneffekt 
einer möglichen Medikation des Patienten sein. Als ein Bestandteil der Induktionstherapie bei 
GPA werden Corticosteroide verwendet (Tarzi et al., 2014). Ein weiterer Bestandteil der 
Induktionstherapie sind Immunsuppressiva, die bereits zuvor im Kapitel 4.1 erwähnt wurden. 
Prednisolon ist dabei ein typischer Vertreter der Corticosteroide bei GPA (Kim et al., 2013, 
Stegemann et al., 1996). In einer Studie von 2014 wurde unter anderem die Wirkung von 
Prednisolon auf Makrophagen bei Hepatitis untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass unter der 
Behandlung von Prednisolon hepatische Makrophagen vermindert nachweisbar waren (Kwon 
et al., 2014). Da Prednisolon eines der Corticosteroide zur Therapie bei GPA ist, wäre eine 
ebenfalls verminderte Makrophagenanzahl bei Patienten mit GPA denkbar. Zu 
berücksichtigen ist jedoch, dass es sich bei der zuletzt genannten Studie und unseren 
Untersuchungen um verschiedene Gewebeentitäten handelt, die jedoch die Entzündung des 
Gewebes als gemeinsames Merkmal aufweisen.  
 
4.5 Korrelation zwischen Makrophagen und Staphylococcus aureus 
Neben der zuvor in den Untersuchungen festgestellten verringerten Makrophagenanzahl bei 
Patienten mit GPA kommt nun hinzu, dass auch bei dem Auftreten von S. aureus bei 
Patienten mit GPA trotzdem keine vermehrte Ansammlung von Makrophagen nachweisbar 
war. Die zellulären Abwehrmechanismen bei den untersuchten Patienten mit GPA sind 
dementsprechend vermutlich nicht in der Lage mit einer adäquaten Makrophagenantwort der 
bakteriellen Besiedlung entgegenzuwirken.  
 
Denkbar wäre, dass aufgrund der zuvor festgestellten verminderten Präsenz der Makrophagen 
bei GPA-Patienten auch weniger Makrophagen rekrutiert werden können, um am Ort der 
Besiedlung mit S. aureus einzugreifen. Bei bekannter hoher Pathogenität des S. aureus liegt 
dabei eine Verschlechterung des Krankheitsprozesses durch den Befall mit S. aureus nahe. 
 
Diese Zusammenhänge unterstreichend wurden in einer Studie die Beziehungen von 
Immunglobulin G und S. aureus beleuchtet (Glasner et al., 2015).  
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Immunglobulin G ist ein Bestandteil der Immunabwehr und ist einer der Aktivatoren von 
Makrophagen (Boyle et al., 2012). In die Studie wurden 35 Patienten mit GPA, von welchen 
21 S. aureus-Träger waren und 18 gesunde Patienten, von welchen 10 S. aureus-Träger 
waren, eingeschlossen. In dem Patientenserum wurden sie auf die Immunglobulin G-Level 
auf 59  S. aureus-Antigene untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Immunglobulin G-
Level bei den GPA-Patienten insgesamt niedriger waren, als bei den gesunden 
Kontrollpatienten. Durch die herabgesetzten Immunglobulin G-Spiegel bei GPA-Patienten in 
der genannten Studie ist ebenso wie in unseren Untersuchungen eine verminderte Anzahl an 
Makrophagen im Vergleich zu gesunden Patienten denkbar.  
 
4.6 Kritische Würdigung der Arbeit 
Mögliche Fehlerquellen können in dem Prozess der Ergebnisermittlung aufgetreten sein, wie 
zum einen im Rahmen der Biopsieentnahme. Bedingt durch die Entnahme der Biopsien von 
verschiedenen Patienten ist ein exakt gleicher Anteil der verschiedenen Schleimhautanteile 
nicht zu gewährleisten. Bei ungleicher Verteilung der untersuchten Zellstrukturen in 
verschiedenen Schleimhautanteilen kann sich dies in den Ergebnissen widerspiegeln.   
 
Zum anderen ist eine Fehlerquelle im Rahmen des Färbeprozesses denkbar. Hierbei wurden 
sämtliche Schnitte durch eine Person anhand des standardisierten Färbeprotokolls gefärbt, um 
mögliche Abweichungen auszuschließen. Von welcher Relevanz jedoch wenige Sekunden 
Unterschied in den einzelnen Arbeitsschritten sind, ist nicht abschließend beurteilbar. 
Denkbar sind also Variabilitäten in der Intensität der verschiedenen Anfärbungen, wodurch 
die Ergebnisse beeinflusst werden können. 
 
Des Weiteren liegt eine mögliche Fehlerquelle bei den Auswertungen der Präparate. Die 
eingescannten Präparate wurden durch die drei Untersucher an verschiedenen Bildschirmen 
angesehen und beurteilt. Eine Beeinflussung der Ergebnisse durch unterschiedliche Licht- und 
Farbverhältnisse ist daher denkbar. Um diese Fehlerquelle möglichst auszuschließen wurden 
alle zu untersuchenden Strukturen mit Beispielbildern belegt, anhand welcher jeder 
Untersucher die  histologischen Präparate vergleichen konnte.  
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Bereits in dem Kapitel 4.2 wurde auf die Auswirkung der Auswahl von verschiedenen 
Gesichtsfeldern in Bezug auf Fibronektin eingegangen. Hierbei kann es sich ebenfalls um 
eine generelle Fehlerquelle handeln. Durch das Betrachten der Schnitte durch verschiedene 
Untersucher werden auch unterschiedliche, zufällige Gesichtsfelder ausgewählt. Da die 
Verteilung der einzelnen untersuchten Strukturen keiner Gleichmäßigkeit unterliegt, können 
durch die Wahl verschiedener Gesichtsfelder auch die Ergebnisse beeinflusst worden sein.  
 
In der aufgezeigten Tabelle für die Auswertung der Schnitte werden die verschiedenen 
Schichten des Gewebes in „Epithelial“, „Subepithelial“, „Stroma“ und „Drüsen“ 
unterschieden. Eine Beispielabbildung wurde dazu nicht vorgelegt. Da in jedem 
histologischen Präparat die Grenzen variieren können, wurde auf eine Beispielabbildung 
verzichtet. Hinzukommend waren nicht in allen Schnitten alle Abschnitte der beschriebenen 
Aufteilung gleich vorhanden. Diese mögliche Fehlerquelle ist jedoch vernachlässigbar, da aus 
den genannten Kriterien der Median gebildet wurde. Hieraus resultierend scheint eine 
mögliche Ungleichverteilung der einzelnen Gewebeanteile ausgeglichen. 
 
Ebenfalls denkbar wäre bei der geringen Größe des S. aureus, welches auch aus der 
angewiesenen Vergrößerung zur Beurteilung der Häufigkeit des Auftretens von den Bakterien 
ersichtlich ist, ein schlichtes Übersehen der Bakterien bei den zufällig gewählten 
Gesichtsfeldern durch den jeweiligen  Untersucher. 
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5. Zusammenfassung 
Die Granulomatose mit Polyangiitis (GPA), zuvor als Wegenersche Granulomatose bekannt, 
ist eine Autoimmunerkrankung und gehört zu den granulomatösen, chronisch entzündlichen 
primären Kleingefäßvaskulitiden. Die Erkrankung, welche mit der Bildung von 
cytoplasmatischen antineutrophilen cytoplasmatischen Antikörpern (C-ANCA) assoziiert ist, 
ist durch den Befall vor allem des oberen und unteren Respirationstraktes sowie des 
Nierensystems gekennzeichnet.  
 
Bei bekannter Störung der Abwehrmechanismen, unter anderem bedingt durch eine 
Dysfunktion der epithelialen Barriere, sind 60-70% der Patienten chronisch nasal mit 
Staphylococcus aureus besiedelt.  Dies ist von deutlicher klinischer Relevanz, da die 
Besiedlung mit dem genannten Keim mit einer erhöhten Rezidivhäufigkeit der Erkrankung 
korreliert. 
 
In dieser Arbeit wurden die Abwehrmechanismen immunhistochemisch, stellvertretend 
abgebildet durch Makrophagen und Fibronektin, untersucht. Anhand von 
Schleimhautbiopsien der Nase und insgesamt 92 histologischen Schnitten wurden 
Staphylococcus aureus, Fibronektin und Makrophagen immunhistologisch dargestellt und 
anschließend alle Präparate durch drei Untersucher mikroskopiert und ausgewertet.  
 
Signifikant geringer zeigte sich das Auftreten von Makrophagen bei Patienten mit GPA im 
Vergleich zu den Normalkontrollen. Ebenso wurde das signifikant geringere Auftreten von 
Makrophagen in der unmittelbaren Nähe zu Staphylococcus aureus-Bakterien bei                
GPA-Patienten nachgewiesen.  
 
Diese Ergebnisse lassen Rückschlüsse auf eine tatsächlich verminderte Abwehrfähigkeit bei 
GPA-Patienten zu.  
 
Keine Unterschiede zeigten sich bei der Häufigkeit des Auftretens von Staphylococcus aureus 
bei gesunden Patienten und Patienten mit GPA. Auch die Verteilung des Fibronektins war auf 
immunhistologischer Ebene bei beiden Patientengruppen ausgeglichen.  
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Die aufgezeigte zelluläre Dysfunktion der Abwehr durch Makrophagen lässt Rückschlüsse 
auf mögliche therapeutische Maßnahmen zu. Die sinunasalen Grenzflächen könnten in den 
Fokus von Therapieansätzen rücken um beispielsweise hier die Abwehr zu stärken. Eine 
dadurch bedingte Reduktion der bakteriellen Staphylococcus aureus-Besiedlung hätte die 
theoretische Potenz für eine verminderte Rezidivhäufigkeit und könnte so den 
Krankheitsverlauf dieser komplexen Autoimmunerkrankung positiv beeinflussen.  
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Einleitung: Die Rezidivhäufigkeit, endonasale Aktivität und Manifestation im 
oberen Aerodigestivtrakt ist bei Patienten mit Granulomatosis mit Polyangiitis 
(GPA) mit nasaler S. aureus-Besiedlung erhöht. Ziel dieser Studie war die 
Analyse der Interaktion von S. aureus mit Makrophagen und möglicher durch 
extrazelluläre Matrixproteine bedingter Effekte auf die Migrationsfähigkeit des 
Mikroorgansimus an der nasalen Grenzfläche bei GPA.  
Patienten und Methoden: In die Studie wurden 44 GPA-Patienten und 48 
Normalkontrollen eingeschlossen. Biopsien der Conchae nasalis wurden 
immunhistochemisch hinsichtlich des Vorkommens von S. aureus, 
Makrophagen, Fibronektin und einem möglichen vermehrten Fibronektin-
Nachweis bei positivem S. aureus Nachweis, sowie der räumlichen Nähe des 
invadierenden Mikroorganismus zu Makrophagen untersucht. Hierzu 
analysierten drei unabhängige Untersucher verblindet die histologischen 
Schnitte.  
Ergebnisse: Bei Patienten mit GPA fanden sich im Vergleich zu 
Normalkontrollen signifikant weniger Makrophagen (p=0.001)und diese 
signifikant seltener in der Nähe von S. aureus (p=0.012). Es bestand kein 
Unterschied im Vergleich des S. aureus- und Fibronektin-Nachweises oder der 
Ausprägung des Fibronektin-Nachweises in der Nähe von S. aureus zwischen 
GPA-Patienten und Normalkontrollen.  
Diskussion: Störungen der sinunasalen Grenzfläche bei GPA sind mit einer 
Zilienfunktionsstörung, Fehlregulation der Defensinantwort auf eine S. aureus-
Stimulation, Fehlregulation des Sensorsystems für pathogen associated 
molecular pattern und einer Dysregulation im Zytokinmuster beschrieben. Die 
vorgestellten Daten zeigen erstmals auch eine gestörte Interaktion des den 
Krankheitsverlauf negativ beeinflussenden S. aureus und des zellulären 
nasalen Abwehrsystems bei GPA.  
Unterstützt durch: DFG, klinische Forschergruppe 170 
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